3. Badanie kinetyki enzymow

Szybkosci reakcji katalizowanej enzymatycznie, wyrazanej jako liczba moli substratu
przetworzonego przez dany enzym w jednostce czasu, zmienia si¢ wraz ze wzrostem ste¢zenia
substratu w sposob pokazany na rysunku 1.
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Rys. 1. Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej w funkcji stezenia substratu

Poczatkowy wzrost szybkosci reakcji katalizy ma charakter liniowy i jest proporcjonalny do
wzrostu stezenia substratu. Maksymalna szybkos¢ reakcji (Vmax) osiagnieta zostaje przy wysokich
stezeniach substratu, kiedy nastepuje catkowite wysycenie enzymu substratem. Dalsze zwigkszanie
stezenia substratu nie moze juz wplyna¢ na wzrost szybkosci reakcji.

Najprostszy model thumaczacy kinetyke wielu enzymow zaproponowany zostat w 1913 roku przez
L. Michaelisa i M. Menten:

kl k2
E + S<—k—>ES—> E+P (1)
-1

Enzym (E) laczy si¢ z substratem (S) tworzac kompleks ES ze statg szybkosci ki. Istniejg dwie
mozliwe drogi rozpadu kompleksu ES. Moze on dysocjowa¢ do (E) i (S) ze statg szybkosci k-1 lub
moze si¢ przeksztalca¢ ze stalg szybkosci ko w produkt (P). Szybko$¢ reakcji enzymatycznej
(katalizy) jest rowna iloczynowi stezenia kompleksu ES i statej szybkosci ko:

V = k2 x [ES] (2)
Szybkos¢ powstawania kompleksu (ES) V = ki x [E] x [S] 3
Szybkos¢ rozpadu kompleksu (ES) V = kax[ES] + kox[ES] = (k-1tk2) x [ES] 4)

Birgs i Halden w 1925 roku zatozyli wystepowanie tzw. stanu stacjonarnego w trakcie reakcji
katalizowanej enzymatycznie. Jest to taki moment reakcji, w ktorym stgzenie kompleksu ES jest
state - szybkos$¢ powstawania kompleksu ES rowna si¢ sumie szybkosci jego rozpadu w kierunku
produktu (P) oraz substratu (S).
kix [E] x [S] = (k-1tkz) < [ES] (5)
Przeksztalcenie tego rownania pozwala na zdefiniowanie stalej Michaelisa (Kwv)
[E1x[S]  k;+k;

czyli
_ [EIx[S]
[ES]—W (7)

Stezenie enzymu [E] w powyZszym wzorze jest stezeniem enzymu wolnego, niezwigzanego w
kompleksie ES. Rowne jest catkowitemu (poczatkowemu) st¢zeniu enzymu (Ec) pomniejszonemu o
stezenie kompleksu ES. Mozna wigc napisac:

[Elc=[E] + [ES] ==> [E] = [E]c-[ES] (8)



Po podstawieniu do rownania 7
([Elc - [ES])*[S]
Ky
Jak zostalo wspomniane na poczatku, szybko$¢ reakcji enzymatycznej wyraza si¢ za pomoca
roOwnania 2:

[ES]=

V = kox[ES]
Przeksztalcajgc rownanie (9) i podstawiajac do rOwnania (2) otrzymujemy:
[S]
V= kzx[E]cXm (10)
gdzie: stata ko = kcat (zdefiniowana jako stata katalityczna)

Maksymalng szybko$¢ reakcji Vmax uzyskuje sie wtedy, kiedy wszystkie miejsca enzymu sg
wysycane przez substrat, to znaczy, kiedy stezenie [S]>>Kwm, czyli [S]/([S]+Kwm) z rownania 10 jest
bliskie 1. Stad:

Vmax = KoxEc (11)

W wyniku podstawienia roéwnania (11) do roéwnania (10) otrzymuje si¢ rownanie Michaelisa-
Menten:
V=V x& (12)
M S Ky
Rozwigzaniem réwnania (12) jest krzywa przedstawiona na rysunku 1. Rownanie Lineweavera-
Burka (13) jest przeksztatceniem réwnania Michaelisa Menten:

1 1
1 KB (13)
V. Vmax [S]  Vmax
y=ax+b
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Rys. 2. Krzywa Lineweavera-Burka

Przeksztalcenie to ma na celu uzyskanie rownania o ogolnej postaci linii prostej (y = ax + b).
Warto$¢ Km/Vmax (wWspotczynnik regresji a) i 1/Vmax (D) sa wielkoSciami statymi, stad zaleznosé
1V (y) od 1/[S] (x) jest linig prosta. Jej nachylenie okresla zawsze stosunek Km/Vmax
(wspolczynnik a) 1 ktéra przecina o y (czyli 1/V) w punkcie wyznaczajacym 1/Vmax.

Zadaniem niniejszego doswiadczenia bedzie wyznaczenie parametrow kinetycznych (Vmax,
Kecat = Vmax/Ec, Km 1 Kea/Km) W uktadzie enzym — substrat. Stosowana w doswiadczeniu metoda
polega na spektrofotometrycznym pomiarze szybkosci hydrolizy substratu (p-nitroanilidu-D,L-
argininy) przez trypsyn¢ (enzym), ktorej miarg jest przyrost absorbancji uwalnianego chromoforu
(p-nitroaniliny) w czasie.



Odczynniki i sprzet laboratoryjny:

1. Spektrofotometr UV-Vis

2. Kuwety plastikowe

3. Roztwor podstawowy bydlgcej S-trypsyny (7 mg w 1 me 1 mM HCI z dodatkiem 20 mM
CaClz, pH 3,0)

4. Roztwor substratu chromogenicznego (p-nitroanilidu benzoilio-D,L-argininy) (stezenie
roztworu podstawowego 5 mg/mL DMSO)

5. Bufor weronalowy o stezeniu 40 mM z dodatkiem 20 mM CaCl> (pH 8,3)

6. Roztwor NPGB (p-guanidynobenzoesan p’-nitrofenylu) (0,8 mg zwigzku rozpuszczonego w
mieszaninie ztozonej z 100 pL. DMF i 400 pL acetonitrylu)

7. Bufor 50 mM Tris/HCI zawierajacy 20 mM CaCl; oraz Tritonu X-100, pH 8,3

8. Pipety miarowe automatyczne 20-200 pL i 500-5000 uL

1. Wyznaczenie stezenia aktywnej formy enzymu

Wyznaczanie stgzenia roztworu podstawowego bydlgcej f-trypsyny przeprowadza sig¢ poprzez
miareczkowanie centrow aktywnych enzymu za pomoca tzw. substratu wybuchowego (ang. burst
kinetics substrate), jakim jest p-guanidynobenzoesan p’-nitrofenylu (NPGB). Wprowadzenie
trypsyny do buforu zawierajacego NPGB, powoduje gwaltowny przyrost absorbancji (tzw.
,wybuch barwy”). Podczas reakcji hydrolizy katalizowanej przez bydleca f-trypsyne, uwolniony
zostaje p-nitrofenol (barwa zo6tta), ktorego absorbancja mierzona przy dtugosci fali A = 410 nm jest
proporcjonalna do st¢zenia enzymu.

Miareczkowanie roztworu bydlecej pS-trypsyny przeprowadza si¢ w jednorazowych kuwetach
polistyrenowych zawierajacych 1,5 mL buforu weronalowego. Do kuwety z buforem doda¢ 20 pL
roztworu NPGB, wymiesza¢, kuwet¢ umiesSci¢ w spektrofotometrze 1 wyzerowaé wartos¢
absorbancji. Nastgpnie do kuwety doda¢ 50 pL roztworu podstawowego trypsyny, wymieszac,
kuwete umiesci¢ w spektrofotometrze i zmierzy¢ warto$¢ absorbancji p-nitrofenolu przy dhugosci
fali 410 nm. Wykona¢ 5 takich pomiarow. Nastepnie, Korzystajac z prawa Lamberta Beera,
obliczy¢ stezenie aktywnej formy trypsyny. Odpowiedni wzoér po uwzglgdnieniu rozcienczen
przedstawia si¢ nastepujaco:

C =rtss <1270 [molidm’]
AA — $rednia warto$¢ wynikoéw absorbancji
Przy obliczeniach przyja¢ wartos¢ molowego wspotczynnika absorpcji p-nitrofenolu jako 16595
dm3®xmol*xcm™.

2. Standaryzacja roztworu podstawowego substratu

Przygotowac¢ 5 jednorazowych kuwet polistyrenowych zawierajacych po 1,5 mrL buforu 0,1 M
Tris/HCI z dodatkiem 20 mM CaCl; oraz Tritonu X-100, pH 8,3. Doda¢ odpowiednio 5, 10, 15, 20 i
25 pL roztworu podstawowego substratu chromogenicznego (p-nitroanilidu-D,L-argininy) o stezeniu
5 mg/mL dimetylosulfotlenku (DMSO). Nastgpnie, do kuwet doda¢ po 20 pL 2-krotnie
rozcienczonego roztworu podstawowego trypsyny. Reakcje hydrolizy prowadzi¢ do momentu
uzyskania stalej wartosci absorbancji przy 410 nm — pomiary wykonaé na koncu ¢éwiczen.
Stezenie substratu obliczy¢ zgodnie z prawem absorpcji Lamberta-Beera, stosujgc molowy
wspdtezynnik absorpcji dla p-nitroaniliny wynoszacy 9800 M1xcm™.

3. Procedura wyznaczania parametrow kinetycznych

Do 5 jednorazowych kuwet polistyrenowych zawierajacych po 1,5 mL buforu 0,1 M Tris/HCI z
dodatkiem 20 mM CaCl> oraz Tritonu X-100, pH 8,3, doda¢ 5, 10, 15, 20 i 25 pL roztworu
podstawowego substratu chromogenicznego (p-nitroanilidu-D,L-argininy). Nastepnie do pierwszej
kuwety doda¢ 20 pL 2-krotnie rozcienczonego roztworu podstawowego trypsyny. Kuwete umiesci¢
natychmiast w spektrofotometrze i zarejestrowac¢ warto$ci absorbancji w nastepujacych odstepach
czasu: 0 sekund, 60 sekund, 120 sekund i 180 sekund. Opisang procedur¢ powtdrzy¢ dla
pozostatych czterech kuwet.



Na podstawie zmierzonych warto$ci absorbancji wyznaczy¢ w oparciu o rOwnanie regresji liniowe;j
poczatkowe szybkos¢ hydrolizy substratu (rys. 3).

AA
y=ax +b,
gdzie a = AAlsii
odpowiada szybkos$ci poczatkowej
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Rys. 3. Wyznaczanie poczgtkowych szybkosci hydrolizy (V)

Otrzymane wartosci poczatkowych szybkosci hydrolizy (V) wyznaczone przy zmieniajacym si¢
stezeniu substratu, wyrazone w jednostkach absorbancji na minute (A/S), przeliczy¢ - korzystajac z
prawa Lamberta Beera - na warto$ci poczatkowych szybkosci hydrolizy wyrazonych w mol/s.

Dla wyznaczonych warto$ci V i [S] obliczy¢ 1/V oraz 1/[S] i wyniki umiesci¢ w tabeli:

y X
\ 1/V [S] 1/[S]

Na podstawie danych zawartych w tabeli narysowa¢ krzywa Lineweavera-Burka stanowigca
graficzne rozwigzanie rownania (13). Wyznaczy¢ réwnanie regresji liniowej, gdzie a = Km/Vmax |
b = 1/Vmax, @ nastgpnie obliczy¢ Vmax 1| Kwm, oraz znajac stezenie enzymu (Ec), obliczy¢ wartos$¢
Keat = Vmax/Ec oraz warto$¢ stalej specyficznosci kea/Km. Dla wszystkich warto$ci podaé
jednostki.



